L’épreuve de l’anneau Abortus -Bang- Ringprobe (A.B.R.) ou ring-test (R.T.) dans la brucellose bovine by Rossi, Paul & Dutilloy, Yves
L'épreuve de l'anneau Abortus-Bang• 
Ringprobe (A.B.R.) ou ring-test (R.T.) 
dans la brucellose bovine 
par Paul Rossi et Yves DuTILLOY 
(Première note) 
En 1937, FLEISCHHAÜER (1), s'inspirant de la technique <le 
ScHERN et GoRLI (2), vit que l'addition, à des laits provenant de 
vaches brucelliques, d'une gou�te de l'antigène d'Herman. 
à l'hématoxyline, entraînait la formation, à la partie supérieure 
des tubes, d'un anneau coloré en violet, cependant que le lait 
sous-jacent reprenait plus ou moins sa couleur naturelle. 
Il donna à sa. méthode le nom d' Abortus-Bang-Ringprobe 
(A.B.R.). Il poursuivit ses expériences, en collaboration avec 
HERMANN (3). Bientôt, SMITMANNs (4), SEELEMAN et MANTOVAN1 (o), 
relataient leurs propres observations. 
Dès 1943, en Suède, NoRELL et ÛLSEN (6), au Danemark, VVIN­
THER et HANSEN ('i), SE1Tn et JonGENSEN (8), BRÜHN (9) , confir­
mèrent la valeur de l'épreuve de l'anneau, qui ne ·tarda pas 
à entrer dans la pratique courante de ces ·pays. 
En 1940 et 1946, ellè fut employée sur 16.000 troupeaux du 
Jutland et du Fumen (10) et fut officiellement reconnue en 1948 
par la loi danoise, pour « l' enregistr<;>menC des troup�aux 
indemnes » et pour le contrôle des troupeaux sains (contrôle 
trimestriel). . , . _ _ 
En 1948, IlRÜHN (H), résuma, en une revue,· tbus les travaux 
européens antérieurs et apporta une cobtributioll personnelle. 
· 
· 
Les Américains, en particulier RoEPKE et ses collaborateurs 
(12), HunnLESON et CARRILLO (13), DAYENPORT (14), BREMER (H>), 
HAMILTON �t HARDY (16). le Canadien MooRE. (17), l'Africain du 
Sud VoN ÜRL'\BŒLEN (18) publièrent alors les résultats de leurs 
investigations. 
Récemment, l'ff.M.S. diffusa des bulletins où KAPLAN (19) et 
BENDTSEN (20) indiquaient la technique de préparation et de colo­
ration des antigènes spéciaux nécessaires. 
La 18° session de !'Office International des Epizooties propo­
sait, en mai HfüO, que l'on entreprit des étudès au sujet du Mil­
king Ring-Test (expœssion qui a tendance à remplacer A.B.R., 
depuis les travaux américains), en vue d'arriver à une standardi­
sation dans le sens de celle qui a trait à l'épreuve d'agglutination 
du sérum sanguin. 
, 1 · 
. . · 
Bul. Acacl. V�t. - Tome XXIV, Novembre 1951. - Vigot Frères, Ed'iteurs. 
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En France, le Professeur CARRi-�RE et RENoux (21), en Grèce 
ÂLIVISATOS et A. füIMANOL'ILIDOl.1 (22) expérimentèrent avec le lait 
·de chèvr e.
A.notre tour, nous avons tenté de préciser certains détails et 
surtout les possibilités de l'épreuve de l'anneau, dans la Brucel­
lose bovine (1). 
Rappelons brièvement la technique : 
Dans. des tubes à hémolyse de 6 à 10 millimètres de diamètre, 
à 1 cc. de lait, est immédiatement ajoutée 1 goutte d'une émul­
sion de Brucellœ, spécialement colorées. Lait et antigène sont soi­
gneusement mélangés en renversant plusieurs fois le tube qui est 
ensuite placé à l'étuve à 37°, pendant 4o à 60 minutes. 
- Dans le lait provenant d'animaux infectés de Brucellm�e, ]es 
Bruccllre colorées s'agglutinent, puis se collent contre les globules 
de graisse, qui ]es entraînent avec eux ]ors d e leur ascension . Un 
véritable anneau coloré se forme à la partie supérieure du liquide, 
tandis que le lait sous-jacent retrouve plus ou moins sa couleur 
naturelle. Dans les réactions négatives, les Brucellre colorées, 
n'étant pas agglutinées, se maintiennent en suspension dans le 
lait qui conserve sa teinte artificicl1e, alors que la crème reste 
à peu près blanche. 
Les réactions se notent selon la gamme suivante : 
Crème blanche, colonne de lait colorée. 
± Crème et lait approximativement de même couleur . 
+ Crème formant un anneau (1 à 2 millimètres) légère-
ment coloré. Lait non décoloré. 
+ + Crème formant un anneau plus coloré que le lait. 
+ + + Crème formant un anneau (2 millimètres) nettement 
plus coloré que le lait. 
+ + + + Anneau (2 à 4 mil1imètres) ·très coloré : lait entirre­
m ent décoloré. 
Nos recherches ont porté sur 1.797 laits de petits mélanges 
(production des vaches d'une seule ferme), sur 697 laits de grands 
mélanges (production de plusieurs fermes), sur 842 laits indivi­
duels. Elles ont exigé plus de 10.000 examens de laboratoire, 
dont 1.180 S.A.W. et 3.196 lacto-séro-agglutinations. 
1° La réaction commence au bout de 10-12 minutes, excep­
tionnellem ent plus vite. Le liquide prend un asped finement gra­
nuleux, sauf dans sa partie inférieure qui s'éclaircit. La zone 
claire s'agrandit, pendant que la supérieure colorée se rétrécit, 
se tasse. perd son apparence granitée, pour devenir homogène: 
(1) Il nous est agréable de remercier très vivement les auteurs étrangers qui, très aima· 
blement, nous ont adressé leurs travaux. 
L'ÉPREUVE DE L'ANNEAU DANS LA BRUCELLOSE BOVINE 487 
sa teinte fonce de plus en p1us. Le processus s'effectue -�!LJtL.à 
20 minutes. 
Les auteurs allemands attachent une importance à la durée de 
l'incubation précédant le décJenchement de ce processus. Ils ont 
même proposé de la chiffrer : A.B.R. + + + + H> = forte réac­
tion ayant commencé_ à la me minut€. 
Les réactions tardives, survenant après 30 à 3tl minutes, se 
classent le plus souvent dans la zone faiblement positive; aussi, 
nous n'estimons pas indispensable la notation de FLEISCHAÜER, 
à condition que la lecture se fasse au bout de 60 minutes et pas 
au-delà de 7B minutes . En effet, après ce délai, des modifications 
interviennent; en une heure ou deux, la limite inférieure de la 
crème prend, avec l'antigène au phény_ltétrazolium, un ton orangé 
susceptible d'entraîner des erreurs d'interprétation. 
De toutes façons, la lecture des réactions + + + + et 
+ + + est seule facile; celle des réactions + + et + est extrême­
ment délicate; elle demande une grande habitude. 
La méthode a été présentée comme susceptible d'être prati­
quée à la ferme, sans autre matériel que des tubes et des pipettes 
et sans le secours du laboratoire. 
Estimant cependant qu'elle sera. en France, employée autant 
dans les laboratoires départementaux ou régionaux que par le 
simple praticien, nous avons apporté à la technique primitive 
une modification en centrifugeant à faible vitesse, pendant 1 à 
2 minutes, les tubes soumis au préalable à une incubation de 
10 minutes à l'étuve ou à la température du labo. 
Avec les laits positifs. la crème, en remontant à la surface, 
entraîne les agglutinats colorés et forme un anneau toujours net, 
tranchant avec le liquide sous-jacent presque entièrement déco­
loré : d ans le fond, se forme un dépôt rougeâtre, plus ou moins 
abondant, d'antigène, dont l'importance est en- raison inverse 
de l'intensité. de la réaction. 
Dans les laits négatifs, la crème est parfaitement blanche, le 
lait est rose; le sédiment inférieur des Brucellœ colorées est 
abondant. 
Les réactions interprétées + + ou + par la méthode ordinaire 
se sont presque régulièrement toutes révélées -. 
Tout en rendant plus commode la lecture, tout en réduisant 
les erreurs d'interprétation, la centrifugation n'allonge pas les 
manipulations. Avec une centrifugeuse à 1-6 trous, il est possible 
de passer en une heure une centaine d'échantillons, tout en con­
tinuant à préparer les rateliers suivants. 
Avec une centrifugeuse à 4 trous, on peut passer 80 laits envi­
ron en une heure� 
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2° L'épreuve, dans sa technique habituelle, est essentiellement 
qualitative; mais sa sensibilité est telle, qu'elle permet éventuel­
lement un dosage quantitatif. En diluant, avec du lait non bru­
cellique,. 127 laits à R.T. + + + +·ou + + +, nous avons vu, 
avec 82 de ces laits (66 p. 100), un anneau très net à 1/16. La 
dilution a pu, parfois, être poussée à 1/'!28, 1/2B6 et ·I /�12, 
à savoir : 
1 1/2 1/4 1/8 1/16 1/32 1/64 1/128 1/256 '1/512 
---- -- --
-- -- --
-
Lait de mélange de la 
ferme ................. 36 35 28 24 20 14 : 8 2 1 
Lait de grands mélanges 
(plusieurs formes). 61 52 44 28 16 8 - - -. . . .  
Lait individuel ........ 30 30 30 30 22 16 12 8 2 
---
--- --
--- --· 
--
--
--
-
TOTAL • . • . . . • . . • . . . 127 117 102 82 58 :·3 20 10 3 
POURCENTAGE 
.
. • . .  100 % 92 % 80 % 66 % 45 % 30% 15 % _7,8 % 2,3 % 
De cette constatation, il ressort que la production d'une seule 
vache, ne serait-elle que de 2 litres, suffit à rendre positif le 
conteriu d'un bidon de 10 litres, c'est-à-dire la production de 
7 ,8 ou 10 autres femelles. 
3° Lait de petits mélanges. - Le lait de 1.797 étables, p élevé 
au moment de la livraison du bidon au ramasseur, a été soumis 
simultanément à l'épreuve de l'anneau et à la lacto-séro-agglu­
tination lente. 
Sur ce nombre, 168 ont do�né une réaction positive, à savoir : 
+ + + + : tm; + + + : s1; + + : 32. 
Ultérieurement, dans H>ü de ces exploitations (9B p. 100), 
l'existence d'au moins une vache infectée de brucellose a été 
décelée par un S. A. V\T. général. 
Dans 9 fermes, la Brucellose n'a pas été confirmée par le 
S.A.W., mais pour 3 d'entre elles, un étiquetage défectueux 
des tubes peut être mis en cause et dans une 4e, un avortement 
s'est produit un mois plus tard. 
18 laits à faible anneau ( + ), tout d'abord négligés, furent con­
trôlés plus tard : 2 provenaient d'un troupeau infecté. 
Le lacto-diagnostic des 1. 797 échantillons n'a fourni que 
93 réponses positives qui toutes, sauf 2, ont régulièrement coïn­
cidé avec un A. B.R. positif. 
Ces expériences, pour le moment. localisées à une simple por­
tion de l'aire d'action de 3 laiteries industrielles, font déjà res-
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sortir que 10 p. 100 environ des élernges sont infectés de bru­
cellose, sans d'ailleurs que le propriétaire n'y attache beaucoup 
d'importance: en raison du nombre relativement faible des 
femelles (2 à 8 vaches). Poursuivies systématiquement pendant 
3 à 4 ans, elles permettront de dresser la carte de la Brucellose 
en Saône-et-Loire. 
Les 168 fermes précitées groupnient t.'101 bovins, 812 vaches 
en lactation, 176 vaches taries, H3 génisses ou taureaux et 
30 chèvres. 
Un échantillon de sang préleYé sur les 1.101 bovins et les 
30 caprins a été l'objet d'un S.A .W"., tandis que le lait des 
812 vaches en lactation et 30 chèvres a été soumis à l'épreuve de 
l'anneau et à la lacto-séro-aggl?tination lente (1).
1, 339 ont eu un S.A.W. positif.
Sur 812 vaches 347 ont eu un A. B.R. positif. 
fü7 ont eu un L.D. positif. 
Les 347 A.B.H. positifs se décomposent : + + + + 162; 
+ + + : 1fH; + + ·: 24 � 347. 
Chez 331 vaches (97 °/o), S.A.\V. et A.B.R. concordaient 
8 vaches (2 °/o), S.A.W. positif et A.B.R. négatif 
16 vaches (4. 0/0), S.A.\:Y. négatif et A.B.R. positif 
S.A.W. + 
A.,B.R. + 
S.A.W. + 
A.B.R. -
S.A.W. -
A.B.R. + 
33i 8 i6 
4 des vaches à S.A.W'". négatif et A.B.R. positif ont, au bout 
de 2 mois� eu une séro-agglutination à 1/40 + + +; il s'agissait 
sans doute d'infection latente. 
La méthode a été défaillante pour le diagnostic de groupe et le 
diagnostjc individuel, dans une étable dont le propriétaire a con­
tracté la Fièvre OnduJante, en procédant à l'accouchement d'une 
de ses 2 vaches et dont l'unique cheval présente une bursite du 
garrot d'origine brucellique certaine, puisque l'ensemencement 
150 vaches avaient S.A.W., A.B.R. et L.D. positifs. 
182 S.A.W. et A.B.R. positifs, L.D. négatif 
7 S.A.W. et L.D. positifs et A.B.R. négatif 
S.A.W. + S.A.W. + S.A.W. + 
A.B.R. + A.B.R.+ L.D.+ 
L.D. + L.D. _:. A.B.R- -
150 182 7 
(1) Le nombre des chèvres est trop faible pour que la moindre conclusion puisse être 
tirée. 
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dé la sérosité kystique a fourni au 17° jour, au Docteur CoToNI, 
de l'Institut Pasteur de Paris, une culture de Brucella (1). 
La méthode a donc un grand intérêt pour le dépistage régional 
de la Brute Il ose, à condition toutefois que l'épreuve soit renou­
velée. Au moment du premier examen, la ou les vaches infectées 
peuvent être taries ou fournir un lait cholostral. 
Sa valeur est limitée aussi, du fait qu'une infection nouvelle­
ment introduite par des génisses gestantes ne sera établie 
qu'après la mise bas. 
Le procédé ne saurait se substituer au S.A.,V. pour le dia­
gnostic individuel; il peut cependant apporter une aide dans les 
cas douteux. 
· 
4° Lait de grands mélanges. ·-L'expérience a été effectuée en 
deux temps. Dans le prt�mier, les échantillons prélevés dans 
382 biùons de 40 litres, provenant de -10 ramasseurs ont été simul­
tanément soumis à l'épreuve de l'anneau et à la lacto-agglutina­
tion. 
66 échantillons ont fourni des anneaux + + + + et + + + et 
38 un L.D. positif. 
Il y a concordance de A.B.n. et L.D. dans 36 laits, divergence 
dans 37 cas. 
A.B.R. + A.B.R. + A. B.R. -
L.D. + L.D.- L.D. + 
36 30 2 
Dans le deuxième, 3H> échantillons ont été recueillis dans les 
bidons des 7 ramasseurs ayant ·eu, 2 mois plus tôt, le plus grand 
pourcentage d' A .B.R. positifs 
L'épreuve a donné �O A .B.R. et 18 L.D. 
A.B. R. + 
L. D. + 
18 
A.B. R. + 
L.D. -
32 
A.B. R. -
L. D. + 
0 
Par rapport au prélèvement précédent, il y a un fléchissement 
de 18 p. 100 des A.B.R. et 28 p. 100 des L.D., dû très vraisem­
blablement à ce que le lait d'un assez grand nombre des vaches 
ayant permis la première réaction, n'est pas actuellement livré 
aux ramasseurs qui effectuent les mêmes tournées. 
(1} Nous adressons nos plus vifs remerciements au Docteur CoTONI. 
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ti0 De l'épreuve A .B. R., peut-on conclure à l'excrétion de la 
Brucella par la mamelle� La solution de cette question nécessi­
tera l'inoculation de très nombreux cobayes. Nous pouvons d'ores 
et déjà indiquer que le Docteur CoTONI, de l'Institut Pasteur de 
Paris. n'a obtenu que 2 inoculations positives avec 10 laits à 
A.B.H. + + + + . 
6° Nous avons utilisé au cours de nos expériences 4 antigènes 
différents (1) : 
1° l'hématoxyline, préparé à Beltsville (U.S.A.); 
2° au phényltétrazolium, préparé au Danemark par BENDTREN; 
3° au bromure de phény ltétrazolium, préparé par l'Institut 
Mérieux. 
4° au bromure de phényltétrazolium, préparé par le même 
Institut, mais très rapidement abandonné parce que de lecture 
trop difficile, en raison de la faiblesse de sa coloration. 
j 112 l 114 j 11s l 111s j 1132 l 1t64 l 1112s \ 1125s l 11s12
Hématoxyline ....... 1 38 1 �8 1 38 1 2'i. 1 20 1 14 1 6 1 3 1 1 
Tétrazolium Bendtsen l 38 1 38 1 38 1 24 1 19 1 15 1 6 1 2 1 
Tétrazolium Mérieux 1 38 1 38 1 38 1 24 1 20 1 14 1 5 1 3 1 1 
Ces 3 antigènes soumis à un long et minutieux contrôle compa­
ratif par des dilutions jusqu'à 1/M2 de 38 laits + + + + et 
+ + + , de 16 laits + et de ô laits -, ont donné des résultats 
absolument du même ordre : aussi, par la suite, avons-nous uni­
quement employé le produit français. 
En-conclusion, la lecture" du Ring-Test, très facile pour les 
réactions nettement positives, offre dans le cas de réactions moins 
intenses une ; réelle difficulté, que seul le jugement critique de 
l'expérimentateur peut résoudre. 
La centrifugation, après 10 minutes d'incubation, rend 
l'anneau plus net, rend la lecture plus commode et réduit les 
erreurs d'interprétation: sans allonger la durée des manipula­
tions . 
L 'épreuve de l'anneau est très sensible : elle est possible avec 
des laits de grands ou petits mélanges, même lorsque l a  produc­
tion d 'une seule infectée a été mélangée dans un bidon à celle 
de 7 à 8 de ses eongénères. 
L'épreuve e.st spécifique : 95 p. 100 des troupeaux, dont le lait 
(1) Nous remercions trè3 vivement le Professeur CARRÈRE du C.R.F.O. de Montpellier 
qui a très aimablement mis à notre disposition les antigènes américains et danois et l'Ins­
titut Mérieux qui a préparé les antigènes françai�. 
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nous a donné un anneau net, comprenaient une ou plusirurs 
femelles reconnues ultérieurement brucelliques par le contrôle 
sérologique. 
Dans la zone où nous avons expérimenté, rn p. 100 des étables 
sont infectées sans que ]e plus souvent l'éleveur ne s'en soit 
aperçu, en raison du nombre relativement faible des vaches 
(2 à 8). 
L'épreuve de l'anneau peut, à condition de ne pas exagérer 
sa portée, être très utilement employée comme premier filtrage, 
dans la détection générale de la Brucellose et dans le contrôle 
hygiénique du lait. Elle ne saurait se substituer à la séro-agglu· 
tination, notamment dans la recherche de l'état indiYiduel 
d'infection. 
Elle doit être renouvelée à plusieurs reprises avec les laits de 
mélange, avant que l'inexistence de la Brucellose dans une étable 
puisse être infirmée. 
En effet, toutes les vaches ne sont pas en lactation en même 
temps; certaines et peut-être. la ou les· infectées sont taries au 
moment du prélèvement; le cholostrum et le lait cholostral 
faussent les résultats; enfin, les mâles et les génisses gestantes 
ou non gestantes restent en dehors de l'épreuve. 
Les antigènes américains, danois, français, à l'hématoxyline 
_ou au phényltétrazolium, que nous avons contrôlés, sont de 
valeur sensiblement égale. 
(Services Vétérinaires de Saône-et-Loire.) 
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